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N° 15. R. Geigy und G. Sarasin, Basel. — In vitro- 
Haltung von Rückfallfieber-Spirochaeten zur Analyse 
ihrer Organotropie. (Mit 1 Textabbildung.) 


(Aus dem Schweiz. Tropeninstitut, Basel.) 


Bekanntlich wird die Rückfallfieber-Spirochaete Borrelia dut- 
toni durch die Argaside Ornithodorus moubata auf den Menschen 
übertragen. Verfolgt man das Schicksal der mit der Blutmahlzeit 
in den Mitteldarmsack aufgenommenen Borrelien, so stellt man 
folgendes fest. Ein grosser Teil derselben geht im Darmlumen zu- 
grunde, die anderen gelangen durch die Wand des Verdauungs- 
organs in die Haemolymphe. Diese umspült die Eingeweide der 
Zecke, wobei allerdings die Zwischenräume zwischen den Organen 
oft verschwindend klein sind, besonders wenn diese direkt auf- 
einander liegen, wie etwa der aufgeblähte Darmsack auf dem 
Geschlechtsapparat. Die Spirochaeten vermehren sich in der Haemo- 
lymphe und nehmen bald den Weg in dieses oder jenes Zeckenorgan, 
wobei sich folgende Gesetzmässigkeiten feststellen lassen. Es 
scheint für die Wahl des zu besiedelnden Organs keine Rolle zu 
spielen, ob dasselbe nahe der Darmwand oder in direktem Kontakt 
mit ihr liegt. Vielmehr zeichnen sich gewisse Organe als besondere 
Attraktoren für die Spirochaeten aus (die zentrale Ganglienmasse, 
die und 2 Geschlechtsdrüsen, die Coxalorgane, die Speicheldrüsen, 
die Malpighi’schen Gefässe und die 2 Anhangdrüsen, in der unge- 
fähren Reinhenfolge ihrer Wirkungsintensität aufgezählt), während 
sich andere fast völlig negativ verhalten (Muskulatur, Darmwand. 
Uterus- und Oviduktwand, Vesiculae seminales, Rektalampulle). 
Die Besiedlung der attraktiven Zeckenorgane beginnt am 2. Tag 
nach Aufnahme des infizierten Blutes und nimmt in der Folgezeit 
an Dichte zu, zum Teil durch weiteren Zuzug aus der Haemo- 
lymphe, zum Teil auch durch Teilungen der Spirochaeten im Innern 
der Organe. Man stellt übrigens nicht nur graduelle Unterschiede 
in der Attraktionsintensität zwischen verschiedenen Organen fest, 
sondern es kann auch ein und dasselbe Organ ım Verlauf der 
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Lebensdauer einer Zecke (3—5 Jahre) ihren Intensitätsgrad 
wechseln. So z. B. wirken die Speicheldrüsen und Ovarien einer 
jüngeren Adultzecke attraktiver als bei einer sehr alten Zecke; 
während im Gegenteil die Coxalorgane bei der Altzecke grössere 
Wirkung entfalten (Ablösung beim Übertragungsmodus !). 

Dieser abgestuften Organotropie der Spirochaeten kommt in 
der Epidemiologie des afrikanischen Rückfallfiebers eine besondere 
Bedeutung zu, im Hinblick z. B. auch auf die Ausbreitung des 
Erregers durch transovarielle Übertragung auf die nächste Zecken- 
generation (GEIGY, WAGNER und AÄESCHLIMANN 1954, AESCHLIMANN 
1958, WAGNER 1958). Es deutet Verschiedenes darauf hin, dass die 
Präferenz des Erregers für bestimmte Organe auch im Körper des 
\Warmblüters seine Gültigkeit hat (z.B. leichte Ansprechbarkeit von 
Gehirn, Leber und Milz, siehe z.B. Dusoıs und PrEArson 1939), so- 
dass dıe Abklärung der Frage auch vom medizinischen Standpunkt 
aus ınteressiert. Es schien deshalb angezeigt, dem Problem nachzu- 
gehen und zwar mittels in vitro-Haltung ausserhalb des Zeckenkör- 
pers, um das Verhalten freibeweglicher Spirochaeten direkt beobach- 
ten zu können. Es lag anfänglich nahe, die für diese Versuche be- 
stimmten Spirochaeten direkt der Zecke zu entnehmen, es gelang 
aber auf diesem Wege nicht, sich in nützlicher Frist eine genügend 
grosse Zahl derselben zu beschaffen, vor allem auch, weil sich die 
Borrelien nicht leicht von den Organen trennen lassen. Weit vorteil- 
hafter erwies es sich, stark mit Spirochaeten infiziertes Mäuseblut in 
Nährlösung zu verbringen. Nach verschiedenen Vorversuchen mit 
Kultur auf Spezialobjektträgern und im hängenden Tropfen, die 
nicht restlos befriedigten, gelangten wir schliesslich zu einer 
Haltungsmethode, die folgenden Erfordernissen gerecht wurde. 

Die auf ıhre Attraktivität auszutestenden Zeckenorgane wurden 
ın Coxalflüssigkeit ın einer Kapillare dargeboten. Diese Flüssigkeit 
wird bekanntlich von der Zecke kurz vor Beendigung des Sau- 
gaktes aus dem Coxalorgan nach aussen abgeschieden und bildet 
eine wässerige, nicht koagulierende, Salze und Spuren von Proteinen 
enthaltende Lösung, die auf den Tropismus der Spirochaeten 
keinen Einfluss hat. Da sie kaum trophische Eigenschaften besitzt, 
kann sie keine eigentliche Nährlösung für die Zeckenorgane dar- 
stellen, doch lassen sich dieselben während einigen Tagen darin 
un Leben erhalten, was für unsere Versuche genügte. Es handelt 

ieh also nicht um eine eigentliche Gewebekultur. 
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Die Borrelen wurden, im Gegensatz dazu, nicht in einem 
Zecken-, sondern in einem Säugermilieu der von den Organen aus- 
gehenden Wirkung ausgesetzt. Dies entspricht auch eher den 
natürlichen Verhältnissen in der Zecke, wo die Spirochaeten aus 
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dem mit Säugerblut gefüllten Darm in die Arthropoden-Haemo- 
Iymphe einwandern. Wir wählten hiefür eine Mischung von Mäuse- 
blut und der bekannten Nährlösung TC 199, die für Gewebekulturen 
und Viruszüchtung verwendet wird. Die Spirochaeten liessen sich 
darin während mindestens 10 Tagen halten. 

Die Abb. 1a zeigt ein Schema der Versuchsanordnung. In 
einen sterilen Glasbehälter wird zuerst TC 199 eingegossen und 
sofort mit Paraffinöl überschichtet, um die Sterilität zu erhalten. 
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Sodann wird das infizierte Mäuseblut mit der für die Entnahme aus 
der Maus benützten Injektionsnadel direkt als Bodensatz der TC 199- 
Lösung zugegeben. Nach wenigen Minuten sammeln sich die Spiro- 
chaeten über der Kontaktfläche zwischen Erythrocyten und TC 199. 
Nun wird eine abgewinkelte Kapillare so mit Plastilin an der Wand 
des Behälters befestigt, dass ihre den Organteil enthaltende wag- 
rechte Strecke genau in der Spirochaetenschicht liegt. Die Kapil- 
lare bildete ursprünglich die Spitze einer Pipette (Abb. 15) in welche 
Coxalflüssigkeit aufgesaugt wurde; durch die Pipette wurde sodann 
auf einem Glasfaden das Organteilchen eingeführt und innerhalb 
des wagrechten Kapillarteils in die gewünschte Position gebracht. 
Sodann schmolz man das Kapillarenende zu und schnitt die Pipette 
beim Pfeil ab. Damit erhielt man eine vollständig gefüllte Kapillare 
mit einem nach Belieben gewählten Abstand zwischen Organ und 
Oeflnung. Die wagrechte Lagerung der Kapillare ist deshalb nötig, 
da wir feststellten, dass sich Spirochaeten in einer Flüssigkeit nicht 
senkrecht oder schräg nach oben bewegen können, indem sie bei 
ihrer stossweisen Schraubenbewegung immer wieder zurücksinken. 
Durchaus möglich ist ihnen jedoch eine wagrechte Lokomotion 
über die Erythrocytenschicht und die Kapillarwand hinweg. Als 
Versuchs-Spirochaeten mussten wir solche wählen, die sich nicht 
in einer ausgesprochenen Vermehrungsphase (z. B. kurz vor dem 
Maximum des Blutbefalls der Maus) befanden, da sie dann er- 
fahrungsgemäss zu wenig mobil sind. Die bis Jetzt mit dieser Methode 
erzielten Resultate lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

Alle bisher ausgetesteten Organe, von denen wir wissen, dass 
sic in der Zecke als Attraktoren wirken (Ganglion, Ovar, Coxal- 
organ, Speicheldrüse) zeigen im Kapillarversuch dieselbe Eigen- 
schaft, wobei darauf hinzuweisen ist, dass hier die Distanzen um 
eın hundertfaches und mehr vergrössert sind. Die Wirkung, die 
von ihnen ausgeht, zeigt sich jeweils erst nach einer gewissen 
Latenzzeit, bis nämlich die vom Attraktor emittierten Stoffe durch 
die (nicht attrahierende) Coxalflüssigkeitssäule zwischen Organ und 


Spirochaetenansammlung durehgedrungen sind. Um die Reaktion 
der Spirochaeten auf ein Organ quantitativ erfassen zu können 
ging man so vor, dass man durch Variieren der Organ/ Spirochaeten- 


Distanz zwischen 4 und 12 mm denjenigen Abstand ermittelte, 
ber dem eine Besiedlung des Organteilchens gerade noch stattfand. 
Um den Befall mikroskopisch festzustellen, zog man sodann die 
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Kapillare nach einer konstanten Wirkungszeit von 24 Stunden! 
aus dem Behälter heraus und erwärmte das zugeschmolzene Ende 
über der Flamme, um dadurch das Organteilchen mit der sich aus- 
dehnenden Flüssigkeit auszutreiben. Nach Waschen in 3%igem 
Natriumzitrat wurde dieses auf einem Objektträger im Dunkelfeld 
kontrolliert, wobei man zur Ermittlung der Besiedlungsdichte die 
in je 15 Blickfeldern enthaltenen Borrelien auszählte. Je grösser 
die Distanz war, desto geringer erwies sich die Dichte der Spiro- 
chaeten, sie kann sıch im Extremfall von hunderten auf einige 
wenige reduzieren. Die ÖOrganteilchen sind bei mittlerem Befall 
ziemlich gleichmässig mit Spirochaeten durchsetzt, woraus man 
schliessen kann, dass im Prinzip jede Parzelle derselben die gleiche 
Attraktionsintensität aufweist. Kontroll-Kapillaren, die nur Coxal- 
flüssigkeit, aber keine Organstücke enthielten und ebenfalls während 
24 Stunden eingetaucht wurden, speicherten keine Spirochaeten. 





Tank Maximale 
Organ | Zecke Wirkungsdistanz 

ee 0.0.2... 9—10 mm 
| A 

Be . ...2..2.2.2..H 6— 7 mm 

Speicheldrüse ....... 6— 7 mm 
| B 

DIE... 6— 7 mm 

Coralokgan . . .. 2... 8— 9 mm 
C 

vaT o or E 6— 7 mm 

Ber... 2... D junges Indiv. 6— 7 mm 

Ber. .2..2..0.. NE altes Indiv. 5 mm 


Vor allem galt es aber, die maximale Wirkungsdistanz ver- 
schiedener Organe gegeneinander auszutesten, wofür in ein und 
denselben Behälter bis zu 10 abgewinkelte Kapillaren eingetaucht 
wurden. So konnten jeweils 2 Organe mit je 5 verschiedenen Ab- 
ständen miteinander verglichen werden. Ohne einer eingehenden 
späteren Beschreibung der dabei gemachten Beobachtungen vor- 
zugreifen, seien hier einige Beispiele angeführt. Die miteinander 








t Die Besiedlung kann allerdings schon nach 8 Stunden einsetzen. 
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verglichenen Organe stammten stets aus derselben Zecke. Ver- 
gleiche zwischen Organen aus Zecken verschiedenen Alters sind 
bisher nur im Fall des Ovars gemacht worden. (Siehe Tabelle). 

Das Ganglion und das Coxalorgan erweist sich somit in ein und 
derselben Zecke als stärkerer Attraktor als das Ovar, während die 
Speicheldrüse dem Ovar etwa ebenbürtig ist. Ein jüngeres Ovar 
attrahiert stärker als ein altes. Diese in vitro-Befunde decken sich 
im grossen und ganzen mit unseren Beobachtungen in der Zecke 
selbst. 

Mit derselben Methode kann auch die Geschwindigkeit der zu 
verschiedenen ÖOrganteilen hingezogenen Spirochaeten gemessen 
werden, jedoch sind diese Resultate noch nicht spruchreif. 

Werden bereits infizierte Organteile in die Kapillare gebracht 
und in den Spirochaeten-haltigen Behälter getaucht, so sind sie 
in der Lage, weitere Spirochaeten anzuziehen und zu speichern. 
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